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galismalari igin beni tegfik eden aileme tesekkiir ederim.



OZET

Bu c¢alismada objemiz Petunia x hybridg bitkisinin aksillar ve apikal

tomurcuklari Uzerinde bitki doku kilturd caligmalarindan, meristem kiltira teknigi
uygulanarak virlissiiz bitkiler elde edilmigtir. Apikal tomurcuklardan ahinan 0,1 mm.

biylklogundeki eksplantiar in-vitro kogullarda iyi sonuglar vermistir.

Meristem kiltlira teknigi uygulanan Petunia x hybrida ekplantlan gerek serada
gerekse dig ortamda yetistirilen donor bitkilerden alinmiglardir. Serada kontrolli
sartlarda bu amagla yetistirilen donor bitkilerden alinan eksplantlarin digerlerine
oranla daha saglikli ve kontaminasyonsuz olduklari gérilmistir. Ayrica geng donor
bitkilerden alinan eksplantiarin yagh bitkilerden alinanlara oranla doku kiltiriinde

gelismelerinin daha iyi oldugu saptanmigtir.

Pefunia x_hybrida eksplantlar KIN (1, Omg/It) iceren MS besin ortaminda
incelenen diger ortamlara nazaran daha fazla kallus; IAA (1,0 mg/lt) ve BA (0,1
mg/lt) iceren "MS" besiyerinde daha iyi bir vegetatif gelisme sirgin gelisimi; GAg
(1,0 mg/it) ve KIN (0,5 mg/lt) iceren MS besiyerinde de en iyi kdklenmenin

saglandigi goéralmuistar.



. SUMMARY

From the study of the plant tissue culture on the axillary and apical buds of the
plant of Petuig_x_hybrida by applying the technique of meristem culture, plants
without virus have been found out. The explants of 0,1 mm largeness that have been

taken from the apical buds have given good result in in-vitro conditions.

The Petunia x hybrida explants, on which meristem culture technique has been
applied, have belen taken from donor plants that have been grown both in green houses

and outside.

it has been seen that the explants that have been taken from donor plants which
have been grown for this purpose in geen houses in contolled condition are healthier

and whithout contamination.

Besides, 1t has belen fixed that the young explants that have belen taken from the
young donor plants are better in grwing in the tissue culture than those which have

been taken from the old ones.

It has baan salan that the explants of Petunia x hybrida are more callus than the
other condition which have been examined in the MS medium which contains KIN (1,0
mg/t) and also it has belen seen that they have shown a better vegetative growth, shout
elongation, and in MS medium which contains GA5 (1,0 mg/lt) and KIN (0,5 mg/lt)

the best rootig has been obtained.
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1. GIRls

Gunimizde besin ihtiyacinin artmasi, ormanlarin azalmasi, siis bitkilerine olan
ilginini artmasi, bu konudaki biyoteknolojik galimalari da ayni oranda arttirmigtir.
Biyoteknoloji, biyolojik bilimlerdeki geligmelerin teknolojideki gelismeler yardimi
ile uygulamaya konularak kullaniimasi seklinde tarif edilebilir. Doku Kkiitirii de

biyoteknolojinin bir ugragi alamidir.

Doku kiltari teknigi ile kisa siirede bol ve kaliteli Griin elde etmek mimkindir.
Ayrica virissiz bitki yetistirmek, uzun siireli muhafaza ve ulasim kolayhg:, tarla
enfeksiyonlarindan ve don, dolu gibi benzeri gevre kosullarinin olumsuzlugundan

etkilenmeyen bitki Gretebilmek gibi avantajlari vardir.



Doku kiltiri ile embriyo , anter, meristem ve hiicre kiltard g¢alismalari

yaplimaktadir.

Alman botanikgisi HEBERLANDT'In 1902 yilinda ilk kez ortaya attigi in-vitro
kiltir olgusundan yakléslk 30 yil sonra doku kiitird teknigi ile bitki WHITE, (1932)
tarafindan elde edilmistir. 1960'li yillarda ise bu yéntemin bir "Autovegatatif lireme
metodu” oldugu kabul edilmigtir (SIMSEK, 1989). Doku kultirt tekniginin ilk
uygulandigi g¢aligma orkidelerin meristem kaltliri teknigi ile ¢ogaltilmasi olmustur
(MOREL, 1960). Orkide tohumlarinin endospermsiz ya da yetersiz endospermli olugsu
tohumlarm gimlenmesini engellemektedir. Bugin birgok Ulkede orkideler bu yol ile
d;ig';er desiyle meristem kiltira teknigi ile wretiimektedir. Ayrica gok sayida siis
bitkisi, sebzeler, ‘meyva ve orman agaglan ile bazi tarim bitkileri de bu yéntem ile ;

iiretilmektedir.

Bitki doku kulturd ¢aligsmalan iginde en yaygin ve diger ¢aligmalara oranla daha
iyi sonug¢ veren meristem kiltiridiir. Meristem kultiiri galigmalari; bitki i1slahi ve

virissiiz bitki yetistirilmesi hizli ve nitelikli bitki Giretme gayretinden dogmustur.

Fransiz arastinci MOREL'in 1960 yilinda bir orkide tiiri olan Cymbidium sp.
Uzerinde yapmis oldugu meristem kiitirG ¢aligmalar sonucu elde edilen virissiiz ve
hizli bitki Gretimi ugrasilan gok deger bulmug diger Glkelerde de hizla uygulanmaya

baglanmigtir.

In-vitro sartlarda bitki Gretimi igin gesitli bilesimlerde hazirlanan besi

ortamlan ile birlikte fiziksel kogullarda énemli bir faktérdir.



Cok sayld'a otsu bitkinin meristem kiltiria teknidi ile saghkli ve giglu bir kék
sistemi olusturma kapasitesine sahip olduklari saptanmis olup bu olgudan g¢igekgilik,
~ seracihk ve fidancilikta yararlanilmaktadir. Meristem kiltirinde; ajag¢ ve cali

formundaki bitkiler otsu bitkilere nazaran daha yavag gelismektedir.

Orman agaglarinin gogu generatif olarak, tohumila wretimleri oldukga zordur.
Ancak bu bitkileri aksillar (koltuk alti) tomurcuklarla, meristem kaltiirli ¢alismalari

ile Uretimleri oldukga basarili olmustur.

Aksillar tomurcuklar ile yapilan meristem kilturi galigmalarinda, Populus
nigra,_Eucalptus sp., Araucaria sp Cryptomeria sp., Syrus sp.,_Tektona sp., Thuja
agaglarr Malus sp., Bibes sp., Bubus sp., gibi meyve bitkileri Gzerinde gok olumiu |
sonuglar alinmigtir (CREESSWELL ve NITSCH 1975 - GILES ve WHITEHEAT, 1977 -

AMOS, 1979 - EVANS, 1981 - GUP-TA, 1981 - KARTHA, 1981).

Karanfil ve soya fasulyesinde "sdrgin tipi meristem kultird" teknigi ile
embriyogenesis ve organogenesis ¢aligmalan basarili sonuglar vermistir (ROEST and

BOKELMAN, 1983 - EVANS et al 1981 - KARTHA et al, 1981).

Bitki doku kiltarii ¢aligmalan kapsaminda meristem kiltira teknigi ile "hizli
dretim c¢alismalar” da yapilabilmektedir. Yeni Zelanda'da Pinus radiata lizerinde
yapilan islah galigmalarinda meristem kiiltlirGi ile yapilan hizli giretim galigmalari ¢ok

iyi sonuglar vermigtir.

Bitki killtirlerine 35°C-50°C arasinda yiksek isi uygulamalan ile de viriissiiz

bitki kaltiiri eldesi mimkiin oimaktadir. Papulus _canadensis Moench siirglinleri bu



yontemle steril edilip meristem kiltira ile virisstiz bitkiler elde edilmigtir
(BERBEE, 1977). Doku kuitarii teknikleri kullanilarak elde edilen virlissiiz kavak
- fertlerinin, normal kavak fertlerine oranla iki kat daha hizli biyddiigd bildirilmigtir

(BERBEE, 1977).

Bitki doku kilturi c¢alismalan; segilmis elit genotiplerin ya da melezlerin
vegetatif olarak (retilmesi haploid bitkilerin elde edilip kiiltire alinabilmesi,
protoplast kaynastirma y6ntémi ile esemsiz melezleme imkani, degerli genotiplerin
derin dondurularak muhafazasi ekonomik ve pratik olarak hastaliklara, agir metallere
ve tuzlara karsi dayanikh genotiplerin segilmesi ile meristem kultird teknigi ile
viruslerden ve mikroplardan arindirilmis bitkilerin vegetatif olarak Uretilmesi gibi
sbnuglarm elde edilebilmesine olanak saglamaktadir. Ayrica galigmalar yayginlastikca -
diinyada son yillarda bag gésteren ve giderek artan aghk sorunu gibi bir ¢ok sonrunun

¢dziimiinde 6nemli rol oynayacaktir.

Onemi son yillarda giderek artan meristem kaltiirii teknigini konu edindigimiz bu
galigmada bélimimizde bundan sonra yapilacak galigmalara ‘I$lk tutmasi amag

edinilmigtir.



2. BITKI DOKU KULTURU GALISMALARI
2.1. Meristem, Totipotensi, Apomiktik Cogalma:

Yiksek bir bitki déllenmis yumurta hicresinin bbliin.mesi ile baglayarak butin
yagam siresince yeni hiicreler olusturur. Yeni organlar meydana getirir. Bu olaylar
bitki dlinceye kadar tekrarlanir. Gelismenin erken embriyonik evrelerinde bitiin geng
organizmada gorilir. Fakat embriyo biiyliyip bagimsiz bir bitki halini alinca yeni
hiicrelerin olusumu bitkinin belirli kisimlarina birakilir. Béylece bitkinin belirli
bdlgelerindeki embriyonik doku bitkinin yasami boyunca korunmaktadir. Geligmis bir
bitki farklilasmig ve embriyonik dokularin bir karnisimi olarak kabul edilir. Surekli
olarak bdliinebilme yetenegine sahip hﬁcrele_rin olusturdugu embriyonik dokulara
"MERISTEM" adi verilir. Meristem kelime olarak meristos=béliinebilen sézdﬁgUnden
tirevienmistir. Bitkilerde meristematik etkinliklerden olugan biyime, organizmanin

bitin yagami boyunca goérilir.

Bitki yapisindaki yerlerine gore meristemler apikal (ug), lateral (enine),
interkalar (ara) olmak tizere tge aynlir. Apikal meristemler yiliksek bitkilerin ana ve
yan goévdelerinin, kéklerini ve genellikle yapraklarin uglarinda bulunurlar. Lateral
meristemler bir yonde ylizeye paralel bdlinen taslak hiicrelerden olugmustur.

Interkalar meristemler birgok Monokotillerin ve Poaceae'lerin internodyumlarinda



ve yaprak kiliflarinda goraliir. Meristematik hiicreler ince ¢eperli protoplazmaca

zengindir. Vakuoller cok kigUktir.

._ Yalin bir meristematik dokuda karmagik ve dedisken yapih dokulara asamall
olarak degigme ve olgun bitki yapisi haline gegcme "EARKLILASMA" olarak adlandirilir.
Diger bir deyigle 6zellegmemis yapilar &ézel igleri yapmak tzere degisiklige ugrariar.
Farklilasmamis meristematik durumdan farklilagmis ve gelismis duruma gegiste
hiicrelerin aynmli diizenlenisi ve morfolojik &zellikleri rol oynar. Sonugta tek bir
hiicreden doku ve doku sistemi organ ve gelismis bir bitki ortaya ¢ikar. Farkhlagmada
ilkin 6ncti meristemlerden ayrimhi yapilar olusturulur. Sonra komgu hiicrelerden
farkli ozellikler kazanilir. Boylece hiicre dizeyinde farkhlagsma olurken o hicrenin

belirli islevler icin 6z yapisal ézellikleri kazanmasi gereklidir (YENTUR, 1984).

Bitkinin gelismesi ya da ontogenisi arasinda biyume ve hiicre farkhilagmasi ile
bitki 6zel gekiini alir. Bu olaya "MORBRFOQGENEZ" adi verilir. Morfogenez terimi hem
bitkinin dig yapistnin hem de i¢ diizenlenmesinin geligmesi igin kullanilir. Bdylece

farklilagma ve &zellesme morfogenezin dgeleri olarak sayiimaktadir.

Délienme esas olarak embriyo kesesinin mikropil tarafinda bulunan i¢ hiicreden
ortadaki yumurta hiicresi ile erkek gametofitin birlegmesi olayidir. Déllenmig bir
zigot hiicresinden geligmis olan yan benzesik hiicre ve dokular ayni genetiksel
yetenege sahip olmalarina karsin ileri basamaklarda aynmii tipte hicre ve dokulari
meydana getirirler. Bazi hallerde dollenme olmadan embriyo gelisir. Buna da
"APOMIKSIS" denir. Ayni farkhlagma bu sartlarda da gegerlidir. Sonugta yeni bir bitki
olusur (ONDER, 1985).



Doku kiiltiirinde tek bir hiicrenin tam bir bitki olugturma yetenegi hiicrelerin
gelisme_TOTIPQTENSI'sini gdstermektedir. Diger bir deyisle her hiicrenin bir bitkiyi
- olusturan tim o6zellikleri gizli olarak tasima olgusuna "TOTIPOTENSI" adi
‘verilmektedir.Buna gére biitin hiicreler *TOT[POTENT"dir. Cinki her biri tek bir
hiicreden yani zigottan kékenlenirler ve genetik olarak aynidirlar. O halde benzer olan
bu totipotent hiicreler bitki gelismesi sirasinda yapi ve iglev bakimindan nasil farki
olabilmektedir? Genetik olarak benzer hicrelerin butin genleri etkindir. Uygun dis
etkiler bazi genleri tesvik eaer. Digerlerini bastirir. Sonug¢ olarak hiicreler olusan
etmenlere gére 6zel olan gelisme yollarini izlerler. Molekiiler diizeyde bazi ajanlarla
(hormon) belirli genlerin etkinligi hiicrenin farklilagma yolunu belirleyen &zel

enzimlerin sentezine yol agmaktadir.

Bitki morfogenezinde tim dizenleyici mekanizmanin varligini goésteren bir olay
da "PQLARITE"dir. Yani bitkinin iki ucu arasinda 'ya da bireysel organlar arasinda
fizyolojik ve yaptsal aynimlar olusmaktadir. Polarite farklilagmayi ve farklilagmanin

ortaya ¢ikisini kontrol eden bir etkendir.

Sonug olarak ortam; hicrenin genetik yapisini etkileyerek hicre igi olaylarn ve
kogullarnin hazirlanmasini saglamaktadir. Bu kosullarda hiicrenin kalitsal durumu 6n
plana alinarak buyime, geligme, farkhlagma ve davraniglarin ortaya ¢gikmasina neden

olur (YENTUR, 1984).

Meristem kiltart teknigi de bitkiden alinan kigik bir meristem hicreleri
toplulugundan (eksplant) uygun sartlarda uygun besiyerle ve hormonlarla yeni bir

bitki elde edilmesidir.



2.2, Kallus Olugumu

Meristem kiiltarinde alinan ekplantlar bitkiden ayrilirken eksplant Gzerinde

yaralar olusur. Bu yaralar daha sonra uygun ortamlarda kallus olugtururlar.

Gymnosperm ve _d_]}SQ_m_ bitkilerde adventif kék primordiyumu, daha gok floem

bolgesindeki parenkima veya kallusdur.

Bitkiler kesik ylzeyler lzerinde diger deyigle yara yuzeyleri tzerinde kok

oiusturma yetenekleri bakimindan birbirinden farkhdirlar.

Yaralanma sonucu olugan kesik yizeylerde kallus olugmas! ile adventif kdkler
meydana gelir. Bunlara yara kokleri denir. Ayni sekilde meristem kiltiriinde de kesik

yizeylerde kallus olugmasiyla adventif kokler meydana gelir.

Adventif kékler (ek kokler) bitkilerin vegetatif olarak lremesine yardimci olur.
Bunlar g¢elik ve agt ile GOretmenin ayrica doku kdiltirlerinin temelini olustururlar
(YENTUR, 1984).

2.3. Meristem Kiiltiirii Fizyolojisi

Meristem kiiltiirll; ana bitkinin meristemdeki hiicre yiginina verdigi tim besin

maddelerinin suni yolla saglama tekniginin adi veya ortamidir. Dolayisi ile meristem



kiltiriinin esasi; meristemin uygun sartlarda birkag yaprak taslag: ile ana bitkiden

izole edilerek uygun besi ortaminda biyutilmesidir.
Meristem kiltiirii gahsmalarinda G¢ temel ége vardir.

1. Meristemin alinacagi ana bitki (Donor bitki).
2. Meristemin aseptik gartlarda izolasyonu.

3. Meristemin biyimesini saglayacak besi ortamlari.
2.3.1. Ana Bitkinin Seg¢imi (Donor Bitki Segimi)

Ana bitkinin segiminde ilk olarak hangi meristem tiuriiniin uygulanacagini tesbit -
etmek gerekmektiedir. Daha sonra gegidimize uygun olan, bitkinin fizyolojik yasinin
bilinmesi 6nemli bir faktérdir. Ornegin, genc¢ bitkilerden kék meristemi, yash

bitkilerden de strgiin meristemi almak daha uygundur.

Meristemin alindigi mevsim de oldukga 6nemiidir. Bitkilerin mevsimsel olarak
fizyolojik &zellikleri, reaksiyonlar1 farkli olmaktadir. Ornegin, Solanum _sp.,
meristem kuitird igin en uygyun mevsimin Aralik-Nisan aylan oldugu saptanmigtir.
Bitkinin yaprak verdigi ilk aylar olan Mart-Nisan aylari en uygun olan zamandir (HU

ve WANG, 1985).

Bunlarin yaninda ana bitkinin kalitesi, saglikli olmasi, biyiime baglangicinda

olmasi, dormansisiz olmasi da énemiidir.



10

Ayrica ana bitkinin topraginin giibreli veya giibresiz olmast da dnemiidir. Bu
topragin glibreli veya gibresiz olmasi meristemin alindi§r bolgeye ve bitki gesidine

_ gbre degismektedir.

Ana bitkinin dis ortamda hava ve gevre ile iliskide olmasi kontaminasyon olayini
arttinir. Bu nedenle donor bitkilerin mutlaka gevre kogullarindan kismen uzakta olan

bu amagla kurulmug Gzel seralarda yetistiriimeleri gerekmektedir.

2.3.2. Bitkinin Aseptik Sartlarda lIzolasyonu

Besi ortamlarinin sterilizasyonu otaklavlé saglanmaktadir. Genelde otoklavda
tutma siiresi 15 dakika, otoklavin sicakhgr 120°C, basinct 15 Lb olmalidir. Ancak

sure otoklavlanan materyalin hacmine gore degismektedir.

Sterilizasyon igin otoklavianan materyalin iginde, isidan dolay: 6zelligini
kaybedecek olan hormonlar gibi kimyasallar otoklavianmazlar. Bu gibi maddeler
otoklavdan g¢ikarilan materyalin 1si1s1 40°C'ye distigiinde besi ortamina steril filtreler

yardimi ile (2:0,45 mm) enjekte edilirler.

Otoklavlanan materyali herhangi bir bulasmadan korumak igin materyalin
bulundugu kaplarin agzt pamuk veya aliminyum foille kapatilir. Ancak steril kabin

icinde agz1 agilr.

Kullanilan malzeme genellikle besin ortami ile sterilize edilebildigi gibi, 160-

180°C'de 3 saat siire ile kuru havali firnlarda da sterilize edilebilmektedir.
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Ayrica bazi malzemelerde % 96 etanole batinlip alevden gegirilerek steril

edilebilmektedir.

Genelde bitkilerin dig ylizeyleri mikrobik bulagmaya ag¢iktir. Kontaminasyonu
onlemek igin bitkinin yizey strerilizasyonuna tutmak gerekmektedir. Bu amagla
yaygin olarak kullanilan madde hipoklorat (Na veya Ca) solusyonlandir. Bu
solusyonlar % 0,3-0,6 yogunlukta ve 15-30 dakika siire ile tatbik edilir. Bunun

yaninda etil alkol veya izoprapil alkol de dezenfektan olarak da kullaniabilmektedir.

Uygulamada; strginlerin Ozerinde meristemin bulundugu kisim aitindan .
kesilir. Kesilen bu pargalar %0,3-0,6'hk hipoklorath (Na, Ca) ortamda magnetik bir :
karigtirici ile 15-30 dakika sire ile karigstinlir. Buradan alinan pargalar steril
kabin iginde yine steril i¢ ayrn saf su kabinda tekrar belli sirelerde (10 dakika)

bekletilir.

Steril kabin iginde, kaplarindan gikarilan materyal yine daha énce UV lambalan
ile steril edilmis mikroskop altinda steril pens ve bistiriler yardimi ile istenilen
biiylklikte meristemin izolesi iglemine baslanir. lzole edilen meristem steril kabin
icinde besi ortamina aktanlir. Her meristem operasyonu sonucu kullanilan bigak
alkolle yikanip alevden gegirilmelidir. Gida ortamindaki meristemierin gelismesi igin
24°C sicakliktaki etiive aktarilir. Larﬁinar hava akimi {fleyen steril kabin

calistinidiktan 10-15 dakika sonra kullaniimalidir.
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2.3.3. Besi Ortamlarinin Bilegimi

Bitki doku kultura ¢ahsmalarinda besi ortaminda su, organik ve inorganik
bilegikler bulunmaktadir. Kimyasal maddelerin farkli miktarlarda kullanilarak
~uygulayicilarin adlari ile anilan ¢ok sayida besi ortami bilegimi bulunmaktadir.
Ornegin, , HILDEBRANDT (1946), BURKHOLDER ve NICHELL (1949), NITSCH
(1951), HELLER (1953), REINERT ve WHITE (1956), MURASHIYE ve SKOOG
(1962), WHITE (1963), GAMBORG (1968), SCHENK ve HILDEBRANT (1972)

besiyerleri.

Meristem kiiltiriinde encok kullanilan besi ortami "MS" ile ifade edilen |
MURASHIGE ve SKOOG (1962) kullandiklan besi ortamidir. Besi ortaminin % 97'sini

su olusturmaktadir. Kullanilan suyun saf su olmasi gerekmektedir.

Besi ortaminda enerji kaynagi olarak % 2-3 oraninda seker kullaniimaktadir. En
fazla kullanilan geker formu sakkarozdur. Laktoz, maltoz, galakioz ve nisasta ile

yapilan galismalar olumlu sonug vermemigtir

Besi ortamina bitkiler tarafindan sentezlenemeyen bazi vitaminlerin de ilave

edilmesi gerekmektedir.

Bir kismi dogal bir kismi da sentetik olarak elde edilen hormonlarin da besi
ortaminda bitki gogaltmada blyuk 6nemleri vardir. Bunlar oksinler, sitokininler,

giberellinlerdir.
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Oksin grubu bilegikleri; genelde hiicre bélinmesi ve kok farklilagmasina nedén

olurlar. Ornegin, IBA (Indole 3 butirik asit), NAA (Naftalen astik asit).

Stokinin grubu bilesikler; hiicre bélinmesi ve sirgin farkhlagmasi igin
kullanihirlar. BAP=BA (6 benzil amino purin), IPA (Izopentenil adenozin) bu gruba

iki ornektir.

Besi ortamina dogal bilesikler olarak da hindistan cevizi; misir endospermleri,
muz, portakal, domates piresi ve sulan, mait, bira mayasi ve balik yag: gibi maddeler
eklenebilir. Ancak son yillarda bilegimleri ¢cok karisik olan bu dogal besin maddelerini

bitki doku kdlturlerinde besiyerlerine katiimalarindan vazgegilmistir.

Eger kati gida ortaminda gahgilacaksa ortama % 0,8-1 oraninda agar ilave

edilir.

Degisik bilegiklerden olugan besi ortamt miktan kullanilacag: kadar
hazirlanabilecegi gibi stok solusyon olarak da hazirlanabilir. Buzdolabinda 4°C
sicaklikta belli bir stre bekletilebilir. Ancak, stok solusyonlar birbirini menfi yénde

etkilemiyecek sekilde ayri gruplar halinde hazirlanmahdir.

Besi ortamimin PH's1 genelde 5,5-6 olmalidir ve bu NaOH veya 1 N HCL ile

saglanmaktadir.
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2.4. Meristem Kiltiri Teknigi

Meristem kaltira galismalar ¢ asamada gergeklegtiriimektedir.

1. Eksplantin alinmasi,
2. Uretim,

3. Koklendirme.

Kugkusuz bu agamalara, elde edilen bitkilerin agamal olarak normal kosullara

adaptasyonu ve pratige aktanlmasi galigmalarnini da eklemek gerekmektedir.

Ancak eksplantin alinmasi ve koklendirilmeleri bitkiden bitkiye, hatta ayni
bitkinin farkli organlarinin kullaniimalarina, bitkinin fizyolojik durumuna bagl
olarak degigmektedir. Meristem kultari g¢aligmalarinda eksplant ¢oguniukla aktif ve
dormant yan tomurcuklardan, apikal tomurcuklardan ya da kodklerden alinmaktadir.
Alinan eksplantlar degisik arastinicilanin adlari ile amilan bilesimleri temel olarak
hemen hemen ayni ancak bazi maddelerde farkhliklari olan besi ortamlarinda
geligtirilip Uretilmektedirler. Bu besi ortamlart sivi ya da kati halde
olabilmektedirler. En yaygin olarak kullanilan besi ortamiari olan "Kati MS Besi
Ortami" MURASHIGE ve SKOOG (1962), "Kati veya Sivi LS Besi Ortamu” LINSMAIER ve
SKOOG (1965), tarafindan ilk kez kullanilan besi ortamlaridir. Eksplantlann
regenerasyonundan vegetatif gelisiminden sonra kuskusuz kokiendirilmeleri
gelmektedir. Bu olguda titizlik, bilgi ve deneyim istemektedir. Kéklenme igin de gesitli
hormonlardan yararlanilmaktadir. Vegetatif gelismis eksplantlarin kéklenmeleri igin

kéklenmeyi tegvik eden hormonlara ek olarak eksplantlara fotoperyot uygulamasi da
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gerekmektedir. .

Elma agacinda yan tomurcuk giftlerinden aktif ve dormant sirgtinier alinir. Bu
eksplantlar alindiktan sonra her bir tomurcuk nodlara aynlir. Sonra etil alkolle ve Ca
(ClO») ile steril edilir Steril saf suda galkalanir. Sonra steril ediimig bistiri ve
pensle her eksplantda bir nod kalacak buyuklitkte kesilir. Alinan eksplantlar bitki doku

kultira y6ntemi ile dretilir (BROOME ve ZIMMERMAN, 1980c).

Cerasus agvium(kiraz) un meristem KkiltGra teknigi iie in-vitro sartlarda
Uretimi bes asamada gergeklesmektedir (Sekil 1).

1. Eksplantin alinimi ve geligtiriimesi
2. Gogalma peryodu

3. Sirginlerin geligtiriimesi

4, Koklendirme

5. Ortama adaptasyon
1. Eksplantin Ahmimi ve Gelistirilmesi:

Eksplantlar kiraz agacinin aksillar tomurcuklarindan alinmigtir(Sekil 1.a). Ug
hafta sonra kallus olusumu ve yaprak gelisimi goriimustur(Sekil 1.b). Alti hafta

sonra tim yaprak taslaklar agilmis ve bitkicik rozet benzeri bir hal almistir(Sekil

1.c).
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Sekil I: Cerasus _avium (L) Moench in in vitro Uretimi

I: Eksplantin alinimi, gélistirilmesi (a: Aksillar tomurcuktan alinan
eksplant, b: Yaprak gelisiminin baglangici, c: Rozet benzeri siirgiin.

i Qogalnia peryodu (d: Gok sayida koltuk altt surgiinli gbvde demeti, e:
Cogalma besi ortami, f: Tabandaki kalius partikiillerinin uzaklastinimast.)

I1l: Sirginlerin geligtirilmesi (g: Surgin geligtirici besiyeri, h: Biiki
gehgtmcn besi ortam, i: Koklendnrme besi ortami.

IV: Koklendlrme (k: In-vitro §artlarda kéklenmis mikro kesimler.)

V: Ortama adaptasyon, I: Sera §art|an icin iklime ahstmlmls turbali
saksilardaki bitkicikler

(A.MEIER DINKEL ve B. 'UNGELENK 1985'den degistiriimistir).
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2. Gogalma Peryodu:

On hafta sonra eksplantlardan gok sayida koltuk alti siirgiinlii gévde demeti
meydana gelmigtir(Sekil 1.d). Olusan sirgin demetleri tek tek ayrilmigtir. Tek tek
ayrilan sirginler IBA ve BA'll gogalma besi ortamina alinmigtir(Sekil 1.g). Boylece
bir eksplanttan g¢ok sayida bitkicik elde edilmigtir. Sonra olusan bitkiciklerin alt

kisimiarindaki kalluslar kesilerek uzaklagtinimigtir(Sekil 1.f).

3. Sdrgiinlerin Geligtiriimesi:

Bitkiciklerden kalluslar uzaklastinidiktan sonra bitkicikler geligtirme besi
ortamina aktanlmigtir(Sekil 1.e). Buradan da 2-3 hafta sonra GA3'li besi ortamina
dijer deyigle bitki geligtirici besi ortamina alinmiglardir(Sekil 1.h). Gelisen
bitkilerde olugan sirginler mikro kesimler yapilarak IBA'li besi ortamina
ekilmiglerdir(Sekil 1.i).

4. Koklendirme:

Mikro kesimler [IBA'li koéklendirme besiyerinde iki hafta sonra

kéklenmiglerdir(Sekil 1.k).
5. Ortama Adaptasyon:

Yedi hafta siire ile kdklendirme besi ortaminda tutulan siirgiinler burada yeteri

kadar kék ve toprak (istii organlan geligtikten sonra iginde turba yosunu da igeren
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saksilara alinmiglardir(Sekil 1.1). Saksilanan bu bitkiciklerin 6nce sera daha sonra

dig kogullara adaptasyonu saglanmaktadir.

Gilek bitkisinden alinan meristem eksplantlar koklerden alinir. En son olusmus
yeni koklerden kék uglari alinir. Alinan koékler yikanir. Sonra kurutma kagidinda
kurulanir. Alinan bu kék uglar NaCl ile steril edilir. kurutma kagidi ile kurulanir.
Sonra steril pensie ekim yapilarak doku kaltard yéntemi ile dretilir (BROOME ve

ZIMMERMAN, 1980 a,b).

Orkidelerden Catasetum trulla Lindl elde edilmesi igin de kdk ucundan
eksplantlar alinmigtir. Alinan eksplantlar 1,5 mm. biyuklagundedir. Bu eksplantlar
ince pargalara aynlarak jel kiltir ortamina aktarihr (KERBOUY, 1984). Sonra bu

eksplantlardan 6-7 cm. yiiksekliginde bitkiler elde edilir.

Otsu bir bitki olan Solanum tuberosum da meristem kaltirt ile bitki elde etmek
icin tuber iginden yaklagik 20 gr'ik tuber pargalari 1 saat sire ile 0,3 gr/it GA
iginde yikanir. Filizlenen tuber pargalart nemii steril odalara alinir. Bu odalarda
geligen apikal tomurcuk meristemi yaklasik 1 mm. biytklidiinde alinir (HU ve WANG,

1985).

Agac lzerinden eksplant alinirken énce eksplant alinacak bes yasindaki bitkiler
secilir. Bu agaclarin tomurcuklan {zerine antibiyotik ve sistemik fungusid uygulanir.
Bu kansim: % 0,1 streptomisin +0,1 bennat dan ibarettir. Bagka bilesiklerde de
hazirlanabilir. Bu karisim segilen agag zerine haftada bir defa olmak lizere dort hafta
siire ile slirgin uglarina spreylenir. Dérdiinct spreyden sonra strgiin uglan yaklagik
5 cm. buyiklige ulasir. 5 cm. buyiiklige ulasan sirgiin uglan kesilir. Yani 15-20

adet apikal ug (Apikal kubbe) siirgiin uglarindan kesilip ayrilir. Eksplantlar énce %
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75 etil alkol igine 2-3 defa daldinlip gtkarihir. Daha sonra da saf su ile bir defa

galkalanir (HU, 1979 -HU ve WANG, 1980).

Bir orkide tiurt olan Catasetum trulla'min Gretiminde degistiriimis KNUDSON
(1946) besi ortamt kullanilmigtir. Bu besiyerine 27,8 mg Fe EDTA (MURASHIGE ve
SKOOG, 1962) eklenmigtir.

Solanum tuberosym'un Uretiminin ilk agamasinda meristem eksplantliari
Uzerine 1 gr bacto tripton dokilmis katt MS besiyerine ekilir. Besiyer 15 X19
mm'lik kiiltiir tiplerine konulmustur. Uretim ortami  25°C sicaklikta olmaldir. 12
saat aydinlik, 12 saat karanlik olmak {izere fotoperyot uygulanmalidir. Birinci hafta
15tk uygulamasinda 150 liks siddetinde 1sik, ikinci hafta 500 liks siddetinde igik

kullaniimalidir. Bitkilerin koékleri iki hafta iginde 3 cm. uzunluga ulagir.

Ikinci agsamada dar boyunlu ince siselere 0,05 mg NAA "MS" besi ortamina ilave
edilerek dokiliir. Kékleri 3 cm. uzunluga ulagmis eksplantlar buraya transfer edilir.

Yirmi gun icinde bitkide bir geligim olur.

Son asamada aksillar sirgunler 22,0-44,0 mg BA ve 0,23 gr sukroz eklenmig
"MS" besiyerine ekilir. Bu besiyerler 300 veya 500 ml'lik dar boyunlu ince tlplere
konmustur. Ekilen bu sirglinlerin tretimi igin 8 saat aydinhk, 16 saat karanhk olmak
izere fotoperyot uygulanmalidir. 100-500 liiks'lik 1tk kullantimalidir. Ayrica
sicaklk da 18-20°C olmalidir. Dért hafta sonra urinler geligebilir (HU ve WANG,
1985).

Orman agaglan iretiminde LS gida ortami kullanilir. Bu besiyer 250 mi'lik dar

boyunlu siselere alimir. 1 cm. uzunluda ulagsan sirginlerin gida ortami 25,0 mg IBA
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ilave edilmis LS besiyeridir. Onbeg ila kirkbes gun sonra tek tik kdklenme gorilir.
QLLBLQUS_MVG Q.petraeg'nin meristem kiltiri teknigi ile in-vitro sartlarda

retimi dort asamada gergeklestiriimigtir (Sekil 2).

1. Eksplantin alinmasi ve gelistiriimesi
2. Gogalma peryodu
3. Kéklendirme

4. Ortama adaptasyon
1. Eksplantin alinmasi ve geligtirilmesi:

Bu galigmada eksplantlar iki yolla temin edilmiglerdir. Bunlarin ilkinde megse
agac: tohumlar topraga ekilerek gimlendirilmistir(Sekil 2.a) .Tohumdan geligen

fidecigin apikal ucu alinmigtir(Sekil 2.c).

Eksplantin temininde ikinci yol ise geligmis mese agaclarindan diger bir deyigle
donor bitkilerden alinan geng¢ dal pargalarindan eksplantlarin alinmasidir(Sekil 2.b).
Alinan bu geng dal pargalari tizerindeki siirglinler kesilip atiir. Sirgiin iki lateral

tomurcugu eksplanta kalacak sekilde kesilir(Sekil 2.d).
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Sekil Il: Quercus robur ve Q. petrgea’nin in-vitro retimi

I: Eksplantin alimgi ve geligimi (a: Fedicik, b: Donor bitkiden alinan
sUrgﬁnlef, c: Fidecikten alinan apeks, d: Donor bitkiden alinan yaprak tomurcuklu bir
segment, e: Gelisen siirgiin tomurcuklari),

Il: Gogalma peryodu (f: Koltuk alti tomurcuklarin gelismesi, g: Sirgin
tizerindeki 8 mm. wzunlugundaki nodal segmentierin alinmast, h: Gelistirme besi
ortami, i: Koltuk alti tomurcuklardan geligen sUrgUnIYerin alinmasi.

IIl: Koklendirme (k: Si:lrgi]nlerin‘ kc'jklendlirme besi ortamina alinmalari, I:
Koéklendirme besi ortammdé kékienen sﬁréf]nler).

IV: Kokl bitkiciklerin topraga alinip ortama adaptasyonlari (m: Koklu
bitkiciklerin topraga alinmasi, n: Bitkilerin saksnlara.almmalarl).

(A. MEIER DINKEL ve UNGELENK, 1985'den degistirilmistir).
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Gerek tohum ¢imlendirilmesi ile gerekse gelismis donor bitkilerden alinan
“eksplantlar BA'li (1,0 mg/lIt) GD deligtirme besi ortamina alinmiglardir

(GD:GRESSHOFF ve DOY, 1972).

Bu besi ortaminda eksplantlardan iki hafta sonra sirgiinler geligmistir(Sekil

2.e).
2. Gogalma peryodu:

Ug hafta siire ile gelisen siirgiinler kesilmis yapraklan uzaklagtinimis ve koltuk
alti tomurcuklara sahip sirgiin 8 mm. biyikliginde nodal segmentlere
bélunmigtir(Sekil 2.g). Bu segmentler BA'll (0,1-0,5 mg/It) GD gelistirme
ortamina inokille edilmiglerdir(Sekil 2.h). Bu inokile edilen eksplantlardan bes hafta
sonra bol koltuk alti tomurcuklara sahip strginler elde edilmistir(Sekil 2.f). Boylece

gogaltilan siirgunler kesilerek koklendirme besi ortamina aktaniimistir(Sekil 2.i).
3. Koklendirme:

Eksplantiarin koltuk alti tomurcuklarindan geligen bu sirginler 1/3 oraninda

MS besin ortamina alinmiglardir(Sekil 2.k).

Surgtnler bu kékiendirme besin ortaminda 10 giin sonra kdéklenmiglerdir.(Sekil

2.1).
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4. Ortama adaptasyon:

Koklendirilmig bitkicikler saksilara aktarilmadan ortama yavas yavas
ahstinlmalarn igin dnce dort hafta slire ile bir cam faunus igine yiiksek nemli bir
ortamda topraga ekilmislerdir(Sekil 2.m).” Dért hafta sonra ise bitkiler buradan

saksilara aktariimiglardir(Sekil 2.n).

Orman agaglarindan Befula pubescens ve B. pendulgmin in-vitro Uretiminde

(Sekil 3) ise tohumlarin gimlendiriimesiyle elde edilen fideciklerin aksillar
tomurcuklari(Sekil 3.a) ile in-vitro kiitirde gelismesi saglanan aksillar
tomurcuklari (Sekil 3.b), nodal segmentler eksplant olarak alinmiglardir. Bu
eksplantlar in-vitro kogullarda dért hafta sonra birkag¢ yaprakl kallusa benzer bir
yapiya sahip gelisme gdstermiglerdir(Sekil 3.c). Bu siirginler nodal pargalara
ayrilarak besiyerine ekilmiglerdir (Sekil 3.d,e). Besi ortaminda dért hafta sonra yine
birka¢ yaprakh ve kalluslu sirginler geligmistir (Sekil 3.f).Bu slrginler taze
hazirlanmig beriyerine aktanlmiglardir. Sirginler besiyerinde dort hafta sonunda
daha gelismis ve gogalmis hale gelirler(Sekil 3.g). Buna gogalma peryodu adi verilir.
Dért hafta sonra ise gogalip gelisen sirginler kesilerek koklendirme besi ortamina

alinmiglardir(Sekil 3.i). Kdklendirme besi ortaminda 0,1 mg IBA'da bulunmaktadir.

Koklendirme besi ortamina alinan sirgunlerin digindaki yap: ise birkag pargaya

aynlarak tekrar gogalma amaciyla taze besi ortamina aktanlirlar(Sekil 3.h).



24

e
d ~ R Y =
AT i O

Lol 4 hafta sova e.“’\:i «")1:' f 4 %

Sekil 1ll:_Betula pubescens ve B. pendulg'min in-vitro Gretimi

(a: Aksillar tomurcuktan alinan eksplant, b: in-vitro kiltirden alinan nodal
segment, c¢: Kallusa benzer dokulu siirgin, d: Sirginin kallusa benzer dokusu
uzaklagtinlir. Sirgiin nodal pargalara aynlir. Nodal pargalar ve sirgin ucu taze
hazirlanmig besiyerine ekilirler. e: Sirgtn kallusa benzer dokulu sirgin taze
besiyerine transfer edilir, f: Dallanmamig, kaidelerinde kallus olusmus u¢ ve koltuk
alti sdrgunleri.

A: Gogalma peryodu (g: Bol siirgiin vermis geligmig bir eksplant, h: Lateral
yaprak tomufcuklanna sahip, geligtirme besin ortamina alinacak kalluslu eksplant
pargalan).

B: Gelismis ek sirginlerin kdklendirme besin ortamina transfer
edilmeleri, (i: Koklendirme besiyerine alinmig siirgiinler, k: Kéklenmig strgtnler, It

Saksilanmig bir bitki). (A. MEIER, DINKEL, B.UNGELENK, 1985'den degistiriimigtir).
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IBA'h koklendirme besin ortamina alinan sirginler burada iki hafta iginde
- kéklenirler(Sekil 3.k). Dért hafta sonra ise iginde turba yosunu da bulunan saksilara

~alinip once sera kogullarina daha sonra da dig mekanlara ahgtinhrlar(Sekil 3.1).

Bu caligmada yiksek Uretim hizi, siirgin kaidelerinde ek siirgin olugumunun

meydana gelmesi, kallusa benzer dokunun kdltiri ile elde edilmistir.

Meristem kaitdri galismalarinin diger doku kiiltliri gahigmalarina nazaran bir
diger farkhiligi da viriis konsantrasyonunun diger hiicrelere karsi daha disik

olmasidir.

Virlis yogunilugu meristem hiicreleri ne kadar geng ise o kadar disiik ne kadar
yagh ise o kadar fazladir. Virisler bitkilerde vaskiiler sistemde (iletim demetlerinde)
hizh hareket etmektedirler. Meristem dokusunda hele hele geng meristem hiicrelerinin
bulundugu evrelerde dokuda iletim demetleri tam olgunlagmamigtir. Dolayisiyla geng
meristem hicrelerinin yagh diger deyigle virusler ile kontamine olmug hicrelerle

temasi gecikmektedir.

lletim sisteminin tam geligmemesi dolayisi ile virislerin hiicreden hiicreye
hareketlerinin yavas olmasina ancak aktif olarak béliinen meristem hicrelerinin
icindeki metabolik aktivitenin hizli olmasi meristem hicrelerinde viris
konsantrasyonunun diigilk olmasina neden olmaktadir. Tum bu nédenlerle meristem
kultiri gok sayida amé(; yaninda virlissiiz bitki yetigtirmede de son derece basarili

sonuglar vermigtir.
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3. MATERYAL VE METODLAR
3.1. Materyal

Bu calismada ele alinan materyal Solanaceae familyasindan Petunia x _hybrida
(Bahge petunyasi) dir. Arastirma bitkisi tek yillik, otsu, pubessent tiiyli yapraklar

ve yukariya ydnelmis olan, iri, beyaz, pembe, kirmizi, mavi, mor renkte cigeklere

sahip dekoratif bir bitkidir._Petunia axillaris B.S.P. ile P._violacea Lindl arasindaki

yapilan caprazlamalar sonunda elde edilmis bir hibriddir.

Aragtirma materyali olan bitkiler Gniversitemizin Yunus Emre Kampdsi

bahgesinden ve serasindan temin edilmigtir (Resim 1).

Resim 1.Petunia x_hybrida'nin

genel gérunisd
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3.2. Metodlar

3.2.1. Eksplantin Alinmasi

Nisan-Mayis aylarinda hizli gelisim iginde olan saglikll ve dormansisiz

bitkilerden eksplantlar alinmistir.

Eksplantlar apikal ve aksillar tomurcukiardan alinmistir(Sekil 4).

— Ol mm——

v o

SekillV.Alinan eksplantin mikroskobik gérunimi

a.g:Apikal ug y.t: Yaprak taslaklari

Ana bitkiden alinan eksplantlarin dig ytzeyleri mikroskobik bulagmaya agiktir.
Bunu ortadan kaldirmak igin eksplantlarin ytzeyi steril edilmektedir. Eksplantlar %
0,3-0,6'lik hipokioratiar (Na veya Ca) igine alinir ve miknatish bir karnstinic: ile

15-30 dakika karnistirilir.
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Eksplantlar daha sonra steril kabin icindeki icinde steril saf su bulunan ¢ ayn
behere alinir. Bu beherlerin her birinde eksplantlar 10 dakika bekletilir. Bdylece

yitkanmis olur.

Eksplantlar steril edildikten sonra y"ine 2600-2700 A° dalga boyunda UV
lambalari ile steril edilmis kabin igindeki binokiler stereo mikroskop altinda uygun
biyiklikte, 0,1 ,mm Kkesilir. Bu iglem yapilirken pens ve bistiriler her eksplant

aliniginda alkole batiriip alevde yakilarak sterilize ediimektedir.

Steril kosullarda alinan eksplantlar iginde steril saf su bulunan petrilerde
biriktirilerek daha sonra yine ayni kosullarda besiyerine inokiile edilmiglerdir.
Ayrica eksplantlar ahnir alinmaz dogrudan dogruya besiyerlerine inokiile
edilmiglerdir. Iginde besi ortami bulunan ve eksplant inokille edilen petriler, deney
tipleri ve kavanozlar inokiilasyondan sonra Gzerlerine gerekli bilgiler yazilip, gerekli
notlar alinir. Digsarnidan gelebilecek kontaminasyon olasiligini engellemek igin

petrilerin gevresi parafilm ile gevrilir.
3.2.2 Besin Ortamlarinin Hazirlanmasi
Bu meristem kultird galigmalarinda temel olarak "MS" besiyeri kullanilmigtir.
Kallus olusumu igin "MS" stok solusyonuna (Tablo 1) 1,0 mg/it KIN (Kinetin)
eklenerek kullaniimisgtir. Ayni sekilde bitkinin boyunun uzamasi ve yapraklarinin

gelismesi icin MS (Tablo 2) besiyerine 1,0 mg/lt IAA (Indol asetik asit) ve 0,1 mg/it

BAP=BA (6 benzil anino pirin) hormonlan eklenmigtir.
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Boyu uzayip yapraklari gelistikden sonra kéklendirmek igin KIN (0,5 mg/it) ve
GAg (1,0 mg/lt) hormonlari MS (Tablo 2) besiyerlerine eklenmistir.(GAg = Tri
gliser aldehit).

Bu besiyerler her safhada bitkinin transferi ile kullamimigtir.

Besin ortamlarinin sterilizasyonu otaklavda saglanmistir. Ancak bu amagla kuru
havall finnlardan da yararlaniimaktadir. Otaklavda 15 dakika sire ile 120°C'de 15 Lb

basing altinda sterilizasyon saglanmaktadir.

Besin ortamlarina katilacak hormonlar otoklavianmadan &tirt &zelliklerini
yitirecekleri igin &nce besin ortamlarina katilmamiglar, diger elementier
otoklavlandiktan ve 1si 40°C'ye distiikten sonra 0,45 mm'lik steril filtreler yardimi

ile enjekte edilmiglerdir.

Otoklavlanan materyallerin herhangi bir kontaminasyondan korunmasi igin

kaplarin agizlan ya da timi aliminyum foil ile veya steril pamuk ile kapatiimigtir.

Kuru haval firinlarda sterilizasyon igin ise materyal 160-180°C'de 3 saat

tutulmustur.

Besin ortamlannin dokilecedi petriler (70-90 mm) deney tipleri (12 x 180
mm, 20 x 220 mm), farkh buyikliklerde cam sigeler, cam kavanozlarda aynen besi

ortamlar1 gibi steril edilmiglerdir.
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Sterilize edilmis hormonlar eklenmis besi ortamlar yeteri kadar soduktan
- sonra, elle tutulabilecek duruma gelince, steril kabin iginde petrilere, deney tiiplerine
~ ya da kavanozlara dékiiliir. Deney tiipleri ile kavanozlara belli ‘bir egimle dokilmek
suretiyle ekim ytzeyi arttinlir. Sogumaya birakilir. Deney tiplerinin, petrilerin,
cam kavanozlarin iginde bulunan besi ortamiarinin bilesimi, haztr!ants tarihi daha

sonra inokilasyon tarihi materyal vb. bilgiler protokol defterine kaydedilir.

Regeneratlarin bir besi ortamindan digerine aktariimasi yine steril kabin

icerisinde yapilmigtir.

Bu esnada tiiplerin ve kavanozlarin agizlar yanan bekten gegirilmis, petrilerin
kapaklar ise gok dikkatli agiimigtir. Regeneratlarin alinmasinda kullanilan ince uglu

igne, spatil vb. malzeme her defasinda alkole sokulup alevde yakilmak suretiyle

sterilize edilmigtir.
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Tablo 1. Stok solusyon” MS "(MURASHIGE ve SKOOG, 1962)

gr/500 cc | Alinan
GRUP 1 saf su Miktar
NH NO4 82.5
CaCl2H0 22.0
MgSQO47H0 18.5
KHPO, 8.5
H.BO 0.31
= 10 ‘ce
MnSO4H 0 115 |=
ZnSO47HLO 0.43
cc/1500 cc
saf su
Kl (0.415 gr/100 cc) 10
Na MoO2H,0 (0.125 gr/100 cc) 10
CuSO,5H, 0 (0.125 gr/100 cc) 1
CoCl,6H,0 (0.125 gr/100 cc) 1
ey cc/1500 cc
saf su 2.5 .ce
FeSO47H0 5.57
Na, EDTA 7.45
cc/1500 cc
GRUPB Saf su
Gliserin 0.2
Nikotinik 0.05 1.0 cc
Pridoxin-HCI 0.05
Thiamine-HCl 0.01
Seker 30
Agar 6
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- Tablo 2.Regenerasyon besi ortami ("MS": MURASHIGE ve SKOOG ,1962)

MAKRO ELEMENTLER TAM (MS) mg/lt | 1/2 (MS) mg/lt
NH,NO4 1650 825
KNO4 1900 950
CaCl,2H0 440 220
MgSO,7H 0 370 185
KH,7PO4 170 85
Na, 37.5 18.68
FeSO47H,0 27.8 13.9
MIKRO ELEMENTLER
HaBO, 6.2 3.1
MnSO, 4H,0 22.3 11.15
ZnS0,4H,0 8.6 4.3
Kl 0.86 0.43
Na,MoO,2H,0 0.25 0.125
CuS0,7H,0 0.025 0.0125
CoCl,6H0 0.025 0.0125
ORGANIK BILESIKLER

Sucrose 30.000 30.000
Agar 10.000 10.000
Glycine 2 1

Inositol 100 50

Nikotinik Asit 0.5 0.25
Pridoksin - HCI 0.5 0.25
Thiamin - HCI 0.1 0.05
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3.2.3. Fotoperyot Uygulamasi

Gerek koklenmeyi tesvik etmek igin gerekse koklenen geng bitkiciklerin
adaptasyon caligmalarn geregi, fotoperyot uygulamasi igin bslumimiiz imkani ile
hazirlanan toplam 80 W'lik beyaz floresans lambalarla aydm]apan bir cam kabinde
gergeklestiriimistir. Ancak aydinlik ve karanhik peryotlarin tamami ile manuel olarak
elle idare edilmistir. Ug hafta sire ile 10 saat aydinlik 14 saat karanlik, bundan

sonraki ¢ hafta siiresince 14 saat aydinlik, 10 saat karanlik peryot uygulanmigtir.
3.2.4. Geng¢ Bitkiciklerin Saksilara Alinmalari

Kavanozlar iginde yeteri kadar kéklenen ve fotoperyot ile adaptasyona tabii
tutulan bitkiciklerin her biri 8-10 cm. ¢apinda ve 8-10 cm derinliginde toprak deney

saksilarina aktariimiglardir.

Ancak bitkicikler aktariimadan &nce saksilar ve igine konulacak toprak 160 -
180°C'oe 3 saat siire ile kuru haval firinda sterilize edilmiglerdir. Toprak % 50 ince
kum (mil) ile % 50 perlit karigimi olarak hazirlanmigtir. Steril kabin iginde
saksilara aktarilan bitkicikler, komple sivi besi ¢ozeltisi ile sulanmiglardir (Tablo

3).



Tablo 3 Komple sivi besi ¢ozeltisi
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MAKRO ELEMENTLER gr/1 It saf su
Caz(PO,), 0.5
CaSO, 0.5
MgSO, 0.5
NaCl 0.5
KNO4 0.5
FeClg 0.5
[Z ELEMENTLER cc /1 It saf su
NH,MoO, 1.0
CuCl, 1.0
MnCl, 1.0
Na, BO, 1.0
ZnCl, 1.0
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Steril toprak igine alinan bitkiciklerin hi¢ zedelenmeden alinan kokleri tamami
ile toprak icinde kalacak sekilde aktariimigtir. Saksilanan bitkicikierin her biri ayn
ayri olmak Ozere hava sizdirmayan birer naylon torba igine alinarak, bitkiciklerin
bulundugu mikroklimada havanin nisbi rutubetinin belli bir miktarda olmasi
saglanmig bitkicik yeni ortama adapte olduktan sonra, gelistikce naylon torbadan

cikarilarak adaptasyon uygulamasina son verilmistir.

Adaptasyon saglandiktan sonra naylon torbasi gikarilan bitkilere yine steril suda
erimig halde N bakimindan fakir kimyasal giibre ya da cok diisiik konsantrasyonda

tavuk veya kus giibresi serbeti verilerek bitkinin cicege yatmasi saglanmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Materyalin Temini

CGaligmada kullanilan Pefunia x hyvbrida eksplantlarinin, serada yetigtirilen
bitkilerden temin edilenleri dogrudan dogru'ya bahgede yetigtirilen bitkilerden temin
edilenlere oranla daha saglikli sonu¢ verdigi doku kultiiri galigmalari esnasinda
saptanmig bulunmaktadir. Her ne kadar sera disindan temin edilenler tizerinde higbir
kontaminasyon belirtisine rastlanmasa bile eksplantlarin in-vitro kosullarda
gelismeleri esnasinda ¢ok sayida kontaminasyon bulgusu ortaya gikmistir. Ama serada
yetigtirilen &rnek bitkilerden alinan eksplantlarin digerlerine oranla daha az

kontaminasyonlu olmalari nedeniyle gelismeleri daha saghkli olmustur.

Meristem kiltdrd ile yeni bitkiciklerin elde edilmesinde geng bitkilerden alinan

eksplantlanin veriminin yagh bitkilere oranla daha yiiksek oldugu goériimustur.

Donor bitkinin giceklenmesi engellendigi zaman daha uzun siireli eksplant

alinimi saglanmistir.
4.2. Sterilizasyon

Besin ortamlan ile maniplasyonda kullanilan ara¢ ve gereglerin otoklavda
120°C'de 15 Lb basing altinda 20 dakika siire ile sterilize edilmeleri kuru firinlarda
160° C'de bir saat tutularak yapilan sterilizasyona oranla daha salglikli sonug

vermisgtir.
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Koéklenen geng bitkiciklerin saksilara alinmasi esnasinda saksilarin, saksilara
konulan kum perlit kansiminin sterilizasyonu icin 160°C'de 1 saat kuru firinda
tutularak sterilize edilmesinin kimyasal sterilizasyona hatta otoklav ile sterilizasyona

oranla daha saglkl ve uygun oldugu gorilmustir.
4.3. Besi Ortamian

Donor bitkilerden alinip MS temel besiyerine (Tablo 1) ekilen eksplantlar bu
besiyerinde 8-16 hafta siire canhliklarini sirdirdikleri, ama belirgin bir kallus

olusumu ve vegetatif bir geligim gdstermedikleri saptanmigtir (Resim 2).

Temel besi ortami olarak alinan MS besi ortamina daha sonra ayrn ayrn IAA 1,0
mg/lt, BA 1,0 mg/lt ve KIN 1,0 mg/lt ilave edilmistir. KIN iceren besin ortaminda
eksplantlar gok iyi bir vegetatif ile az bir kallus gelistirdikleri gérilmistir (Resim

3,4).

Resim 2. " MS" Temel besiyerine ekilen eksplantiar
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Resim 3. 1,0 mg/It KIN'h "MS" Besiyerine ekilen eksplantlarin bir hafta sonraki

goriniimd.

-

Resim 4 1,0 mg/lt KIN ' "MS"Besiyerine ekilen eksplantlarin iki hafta sonraki

gorinumad.
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Kinetinli besi ortaminda iki hafta sire ile vegetatif olarak gelisen ve az miktarda
- kallus olugan eksplantlar iginace 1AA (1,0 mg/lt) ve BA (0,1 mg/lt) bulunan MS besi
ortaminda, kavanozlar iginde, iyi bir vegetatif gelisim gosterdikleri saptanmistir.
Ancak koklendirme amaci ile bu besin ortamina alinan eksplant[érm yeteri kadar kok

geligimi saglamadiklan gérilmustir (Resim 5,6).

Resim 5: IAA (1,0 mg/lt) ve BA (0,1 mg/it)'i"MS" Besiyerine aktarilan

eksplantlarin bir hafta sonraki gériinimii
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»
s

Resim 6: IAA (1,0 mg/lt) ve BA (0,1 mg/lt) 'i"MS" Besiyerindeki Eksplantlarin Ug

Hafta Sonraki Gariiniimi.

Iginde GA5 (1,0 mg/lt) ve KIN (0.5mg/It) bulunan MS besin ortamina aktarilan

eksplantlarda ¢ hafta silre ile az da olsa bir kdk gelisimi gérilmistir (Resim 7).

b >

Resim 7: GA3 (1,0 mg/it) ve KIN (0,5mg/It)'li"MS" Besiyerine aktarilan

eksplantlarin ¢ hafta sonraki gérunamii.
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Alinan eksplantlarin ilk olarak 1,0mg/It KIN' "MS" besiyerli petrilere
ekilmesinin kavanozlara ve deney tiplerine ekilenlere oranla daha saglhkli sonuglar

verdigi anlasiimigtir.

Ancak 1 cm biyuklige erigen eksplantlarin 1,0mg/lt IAA ve 0,1mg/lt
BA'lI"MS"ve 1,0 mg/lt GAz ve 0,5 mg/lt KIN'li "MS"besiyerli kavanozlarda iyi

gelistikleri goérilmustiir.

Kavanozlara aktarilan eksplantlara 20 W'lik dort adet floresans lamba ile
aydinlatilan kabin iginde fotoperyot uygulanmigtir. Bunun igin (g hafta sire ile 6nce
10 saat 11k 14 saat karanlik, daha sonra ise ¢ hafta boyunca 14 saat i1sik 10 saat
karanlk peryodu uygulanmigtir. Bu uygulamanin kavanoz igindeki bitkilerin vegetatif

gelismeleri Uzerine ¢ok iyi sonuclar verdigi gérilmustar.

lyi bir vegetatif gelisme saglanan ancak gok az kdklendirilebilen eksplantlar daha
énce de belirtildigi gibi icinde 1 kisim kum ve 1 kisim perlit bulunan saksilara
alinmiglardir. Saksilar sterilize edilmis komple sivi besin ¢6zeltisi ile bitkilerin

istekleri dogrultusunda verilmigtir.

Kavanozlardan saksilara alinan bitkicikler 6nce bir geffaf naylon torba igine
alinarak mikroklima yaratiimistir. Bu halde de (¢ hafta siire ile 10 saat 1sik 14 saat
karanhk yine diger li¢ haftada da 14 saat 151k 10 saat karaniik fotoperyat uygulamasi

yaptimigtir.

Bu fotoperyot siiresi icinde bitki normal kosullara adaptasyon saglamigtir.

Bundan sonra naylonlar gikariimigtir.
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5. SONUC VE TARTISMA

Bu caligmada arastirma bitkisi olan Petunig x hybridgnin aksillar ve apikal
tomurcuklarindan eksplantlar alinmistir.In-vitro kosullarda apikal tomurcuklardan
alinan eksplantlar aksillar tomurcuklardan daha iyi sonu¢ vermigtir.HU ve WANG adli

arastiricilarin 1985 yilinda otsu bir bitki olan Solanum tuberosum (patates)

tizerinde yaptiklart meristem kilttrd ¢aligmalarinda bizim gibi alinan eksplantlardan
alinan apikal tomurcuklarin, aksillar tamurcukiardan biraz daha iyi sonugc verdigini
belirtmiglerdir. Papulus nigra, Eucaliptus sp., Araucaria sp.,_Cryptomeria sp.,
Tectona sp., Thuja.,_Malus sp., Prunus sp., Pyrs sp., Ribes sp., Rubus sp., bitkileri
izerinde CRESSWELL ve NITSCH (1975), GILES ve WHITEHEAT (1977), AMOS

(1979), EVANS (1981), GUPTA (1981), KARTHA (1981) gibi aragtiricilar bizden
farkli olarak aksillar tomurcuklaria yaptiklart meristem kiltdrii c¢aligmalarinda
oldukga basarili sonugclar elde etmislerdir.1980 yilinda Sassafras randaiense gibi
agaclarda yaptiklari meristem kltiiri ¢caligmalarinda HU ve WANG bizim gibi apikal
tomurcuklan kullanmiglardi BROOME ve ZIMMERMAN (1980) adhi arasgtiricilarin
elma DINKEL ve UNGELENK adh arastiricilarin 1985'de Beifula pubescens, B. pendula
ve Cerasus agvium ile 1986 yilinda Qercus robur, Q. petraea bitkileri Gzerinde
yaptiklari meristem kultori g¢ahgmalarinda aksillar tomurcuklardan eksplant olarak

yararlanmiglardir.Bizim sonucumuzdan farkh olarak aksillar tomurcuklardan apikal
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tomurcuklara oranla daha iyi kdk gelisimi ve sirgin blylimesi gérilen bitkiler elde

etmislerdir.

Geng_Petunia x hybrida bitkilerinden elde edilen eksplantlardan geligen
bitkilerin yash Pefunia x hybrida bitkilerinden alinan eksplantlardan gelisen
bitkilere oranla daha iyi sonug¢ verdigi saptarimlstlr.GlLES ve WHITEHEAD (1977) adli
arastirnicilanin  Pinus radiatg bitkileri Gzerinde yaptiklan galigmalarda, HU ve WANG
(1985)'in Solanum tuberosum lizerinde yaptiklari meristem kiltird ¢alismalarinda
geng bitkilerden alinan eksplantlardan gelisen bitkilerin daha saghkli oldugu sonucunu

bulmuslardir.

Petunia x hybrida bitkisinden gerek apikal gerekse aksillar tomurcuklardan
alinan 0,1 mm blyukligindeki eksplantlar gok iyi sonu¢ vermigtir. Daha kiglik
eksplantlarin gelisiminin cok yavas ve zor oldugu daha bilyuk eksplantlarda ise
kontaminasyon olasiiginin oldugu saptanmigtir. KERBOUY (1984)'de orkidelerden
Cafasetum trulla Gzerinde yaptigi cahismalarda 1 mm blyUkliiginde eksplantiaria
basarili olmuslardir.Bu biyiikliklerin farkli olmasinin objelerin genotipik

6zelliklerinin farkli olmasindan ve deney kosullarindan kaynakiandigi kanisindayiz

Serada kontrollu sartlarda yetistirilen donor bitkilerden elde edilen eksplantlar
gok iyi sonuglar vermistir. Sera diginda bol gilibreli ortamda yetistirilen donor
bitkilerinde ise bol miktarda tomurcuk saglanabildigi halde bu bitkilerden alinan

eksplantlarin gok gabuk kontamine olduklar goralmugtir.
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Donor bitkilerden eksplantlarin gigceklenmeden ©nce alinmasi basar oranini
arttirmistir. Bu amagla serada yetistirilen bitkilerin c¢icege yatmamalan

saglanmigtir.

Hormon ve vitaminlerin besiyerine katiimalan esnasinda besiyeri ne gok soguk
ne de ¢ok sicak olmamalidir. Besiyeri gok soguk oldugu zaman i!ave edilen vitamin ve
hormonlarin besiyerine tam dagiimadidi ve hatta tam erimedigini yaptigimiz
calismalarda saptamis bulunuyoruz.Yine s6z konusu maddelerin ¢ok sicak besiyerine
katilmalari durumunda da ozelliklerini kaybettikleri igin sonucun pek iyi oldugu
sdylenemez.Bu nedenle vitaminler ve hormonlar sterilize edilen besiyeri 40°C'ye
kadar sogutulduktan sonra eklenmiglerdir. Bu besiyerinde de verimin digerlerine

oranla daha verimli oldugu saptanmistir.

Petunia x hybrida bitkisinin eksplatlari KIN (1,0 mg/It)'h "MS" besin
ortaminda diger ortamlara oranla daha iyi kallus olugsturmuslardir.Kallus
olugsumundan sonra eksplantlar IAA (1,0 mg/it) ve BA (0,1 mg/It I "MS" besiyerinde
denenen diger ortamlara oranla daha iyi vegetatif gelisim gosterdikleri ve siirgiin
blyumesinin iyi oldugu saptanmigti. HU ve WANG (1985) Solanum {tuberosum
Gzerinde yapmig olduklart meristem kiltird c¢alismalarinda yine temel besi ortami
olarak MS besiyerini kullanmiglardir. Ancak yapmis olduklan calismada sukroz (0,23
gr/lt) ve BA (22,0-44,0 mg/lt) y1 MS besi ortamina eklemislerdir. Bu besi

ortaminin siirgiin gelisimi ve vegetatif gelisim igin en uygun oldugunu saptamiglardir.

Pelunia_x_hybrida'nin vegetatif geligim gosteren sirginleri kdklendirmek igin
MS besi ortamina bir ¢gok hormon ve vitamin katilarak denenmigtir. Ancak en saghkli

koklenmenin GAg (1,0mg/It) ve KIN (0,5mg/lt) 'i"MS"besiyerinde oldugu



45

gorulmistur.HU ve WANG, 1980 yilinda 5 yasindaki Sgssafras randaiense agaglarn ile
yaptiklari meristem kiltirii calismalarinda ise LS (LINSMAIER ve SKOOG, 1965)
besin ortamini kullanmiglardir. Siirgiin gelismesi igin 1,5 besin ortamina NAA (0,27
mg/lt) ve KIN (0,28 mg/It) kullanmiglardir. K6k geligmesi igifl slirglin gelismesi
tamamlandiktan sonra LS temel besi ortamina IBA (25,0 mg/lt) ekledikleri ortamdan

en saghkl sonucu almiglardir.

Petunia x hybrida Uzerinde yapilan meristem kiltird ¢aligmalarinda
eksplantlardan elde edelin sirginler kavanozlara alinarak gesitli siirelerde fotoperyot
uygulanmistir. Ancak en saghkli gelisim farklilagma ve kéklenmenin 10 saat karanlik
14 saat 1sik uygulamasi oldugu anlasiimistir. KERBOUY (1984)un orkidelerle
(Catasefum) yapmis oldugu meristem kiltirG gahigmalari esnasinda benzer bir
duruma rastlamigtir. KERBOUY (1984) arastirmasinda 8 saat karanlik ve 16 saat
isikli bir peryot uygulamistir. HU ve WANG (1985) gerek patatesler gerekse

Sassafras randaiense gibi agaglar tzerinde yapmig oldukiari meristem kiltird

calismalarinda gelisen sirginlere 12 saat karanlk 12 saat 1g1k uygulamasinin ¢ok iyi

sonuglar verdigini bildirmistir.



46

KAYNAKCA

Amos R., : 1979 Imtial Trials With Commercial Micro Propagation of Birch

Selections. Proc. Int. Plant. Prop. Soc. 29:387-393.

Berbee J.G. and Lester D.T., 1977, Within Clone Variation Among Black Paplar Trees

Derived Fram Callus Culture For Sci 23:122-131.

Broome, O.C. and Zimmerman, R.H. (1980a). Micropropagation of Thomless

Blackbery, U.S. Dep., Agric., Sci.Edue. Admin ARR-NE-11, 23-27.

Broome, O.C. and Zimmerman, R.H. (1980 b). Blueberry Micropropagation, U.S.,
Dep., Agric., Sci. Educ. Admin ARR-NE-11, 44-47

Broome O.C. and Zimmerman, R.H. (1980c). Aple Cultivar Micrcpropagation U.S. Dep.
Agric., Sci Educ. Admin ARR-Ne-11, 54-58.

Bokelman, G.S., and Roest S. (1983). Plant regenerationtion From Protoplasts of

Potato. Z. Pflanzenphysiol. 109: 256-265.



47

Cresswell, R. and Nitsch, C. 1975. Organ Culture of Eucalyptus Grandis. Planta
125:87-90.

-Dinkel A. Meier-Ungelenk, B. 1985 in-vitro Propagation of Hairy Birch (Betula
Pubescens) and Europeon White Birch (Betula Pendula) Lower
Saxony, Forest Research Institute. Dept of Forest Tree Breeding D

3513 Stavfenberg-Enscherade, W. Germany.

Dinkel A. Meier-Ungelenk. B. 1985 in-vitro Propagation of Mazarel (PRunus Avism)
Lower Saxony Forest Research Instiwte Dept of Forest Tree breediye

D-3513 Stavfenbery-Enscherode, W. Germany.

Dinkel A. Meier-Ungelenk.B. 1986 in-vitro Vermehrung Von Stieleiche (Quercus
robur) und Travbeneiche Forstliche Versuchsanstalt. Abt

Forstpflanzenzuchng 3513 Staufenber-Escherode.

Engin Gontl : Ocak 1992 Triticum Aestivum L. (Budday) iizerinde anter kiltiirQ

calismalari Yiksek Lisans Tezi.

Evans, D.A. : 1981. Soybean Tissue Culture. Soybean Genetics Newsletter 8:27-

29.

Gambarg O.L., 1968. Culture Methods and Detection of Glucanases in Suspansion

Cultures of Wheat and Barley Can J. Brochem 46:417-421.




49

Hildebrandt A.C. and Schenk R.V., 1972. Medium and Techniques for Induction and
growth of Monocatyledonous and Dicotyle Donous Plant Cell Cultures.

Can J.Bot. 50:199-204.

Hu, C.Y. : 1979, Propagation of Sassafras Radaiense (hay.) Rehd Taiwan for
J.5:30-31 (In Chinese). -

Hu, C.Y. and Wang P.J. 1985 Potato Tissue Culture and its Applications in Agriculture
Ace damic Press Inc., Chapter 15, s.504-559.

Hu, C.Y. and Wang P.J. 1980 Regeneration of viris-free Plants Through in-vitro
Culture. In: Advances in Biochemical Engineering, Vol 18 Plant Cell
Cultures Il (A. Fiecter ed) pp.61-99, Springer- Verlag Berlin,
Heidelberg, New York

Kartha, K.K. :1981 Meristem Culture and Cryopreservation Methods and
Application. In Plant Tissue Culture PP. 181-211. Academic Press
New York.

Kaya Zeki : Mayis 1988 Doku Kiiltiriniin Orman Agaglan Islah
Galismalarindaki Yeri Orman mihendisligi Dergisi, Sayi 5, sayfa

12-14-15-19.

Knudson L., : 1846, Am Orchid Soc Bull 15, 214-217.



50

Linsmaier E. m. and Skoog F., 1965. Organic Growth Foctor Requirement of Tabacco

Tissue Culture Physiol 18: 10-127.
Morel G. : 1960 Producing virlis-free Cymbidums Am. Orchid Soc Bull, 29.
Onder Nurten  : 1985 Genel Bitki Fizyolojisi s.122.
Simsek Yasar  : 1989 Vegetatif Uretimdeki Son Gelismeler ve Doku Kiiltiir(
Ormancilik Arastirma Enstitist Yayinlan Dergi Serisi Cilt 35, say!
1, No.69, sayfa 38-45.
White P.R. 1832 Plant Tissue Cultures Apreliminary Report of Result Obtained
in the Culturnig of Cetain Plant Meristems Arch. Exp. Zelforschung

12,

Yentir Semahat : 1984, Bitki Anotomisi sayfa 50-54,313-314.



